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基础 研究 


SA/hI-TAC 双 功 能 融合 蛋 日 的 制备 及 其 生物 学 功能 鉴定 
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摘要 :目的 制备 链 亲 和 素 连 接 的 人 干扰 素 诱导 T 细 胞 o 趋 化 因子 融合 蛋白 (SA/hI-TAC) ,并 对 其 生物 学 功能 进行 鉴定 。 方 法 构 


建 pET24a-SA-hI-TAC/pET21a-hI-TAC- SA 表达 载体 ,在 大 肠 杆菌 BL21 中 诱导 表达 两 种 融合 蛋白 ,用 镍 金属 整合 层 析 纯 化 A 
析 复 性 及 和 蛋白质 印迹 法 (Western blot) 鉴 定 ,融合 蛋白 中 LTAC 27 


分 的 生物 学 活性 由 淋巴 细胞 趋 化 实验 检测 ;融合 蛋白 中 SA 的 


生物 学 活性 由 流 式 细胞 仪 测定 。 结 果 两 种 融合 蛋白 可 在 大 肠 杆菌 BL21 中 被 诱导 表达 ,分 别 占 细菌 表达 总 蛋白 量 的 12% 和 


25% ,经 镍 柱 纯化 后 融合 蛋白 纯度 达 85% ,9096 ,经 丙烯 葡 聚 ; 


UE 


胶 S$-100 过 滤 层 析 后 ,纯度 均 可 达到 98% ,融合 蛋白 在 生物 素 化 


的 MB49 细 胞 (小 鼠 膀 胱 癌 细 胞 ) 表 面 的 修饰 效率 分 别 为 91.3%、98.8%, 并 对 淋巴 细胞 的 趋 化 作用 呈 剂 量 依赖 性 , 且 hI-TAC-SA 


的 趋 化 作用 明显 强 于 SA-hLTAC。 结 论 SA/hI-TAC 双 功 能 融合 蛋白 可 能 应 用 于 肿瘤 局 部 治疗 以 及 肿瘤 疫苗 。 


关键 词 :人 干扰 素 诱 导 了 细胞 o 趋 化 因子 ; 链 亲 和 素 ; 融 合 蛋 白 ;表面 修饰 


Preparation and bioactivity evaluation of streptavidin-tagged human interferon- 


inducible T cell alpha chemoattractant bifunctional fusion protein 
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Abstract: Objective To prepare streptavidin-tagged human interferon-inducible T cell alpha chemoattractant bifunctional 
fusion proteins (SA/hI-TAC) and evaluate its biological activity. Methods pET24a-SA-hI-TAC/pET21a-hI-TAC-SA plasmids 
were constructed and expressed in BL21. SA-hI-TAC and hI-TAC-SA fusion proteins were purified by Ni-NTA affinity 
chromatography, refolded by dialysis and identified by Western blotting. The bifunctionality of the fusion proteins 
(biotin-binding function and hI-TAC activity) was analyzed by flow cytometry and lymphocyte chemotaxis experiment, 
respectively. Results SA-hI-TAC/hI-TAC-SA fusion proteins were expressed at about 12% and 25% of the total bacterial 
protein, respectively. The two fusion proteins had a purity of about 85% and 90% after purification, and their purity reached 


98% after purification with S-100 gel filtration chromatography. Both of the fusion proteins were efficiently immobilized on the 
surface of biotinylated mouse bladder cancer MB49 cells (91.376 for SA-hI-TAC and 98.8% for hI-TAC-SA). SA/hI-TAC induced 
lymphocyte chemotaxis in a dose-dependent manner, and hI-TAC-SA showed a stronger chemotactic effect than SA-hI-TAC. 


Conclusion We successfully obtained SA/hI-TAC bifunctional fusion proteins, which may potentially be used in 


local treatment of tumor and as a tumor vaccine. 


Key words: human interferon-inducible T cell alpha chemoattractant; streptavidin; fusion protein; surface modification 


趋 化 因子 是 一 类 对 不 同 靶 细胞 具有 趋 化 作用 的 细 
胞 因子 ,可 通过 与 靶 细 胞 膜 上 相应 的 趋 化 因子 受 体 结 
合 , 发 挥 趋 化 靶 细 胞 定向 迁移 的 作用 。 现 已 有 许多 研究 
报道 , 趋 化 因子 参与 机 体 的 炎症 .肿瘤 .自身 免疫 疾病 等 
病理 过 程 "。I-TAC 是 干扰 素 诱 导 的 T 细 胞 a 亚 族 趋 化 
因子 ,属于 CXC 趋 化 因子 亚 族 。 外 周 血 淋巴 细胞 .子宫 
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内 膜 细胞 . 星 形 胶 质 细 胞 . 单 核 细 胞 ,内皮 细胞 以 及 巨 鸣 
细胞 中 均 有 LTAC 表 达 。LTAC 与 受 体 CXCR3 结 合 ， 
可 发 挥 趋 化 T 细 胞 .B 细胞 NK 细胞 亚 群 等 作用 ,并 可 
抑制 血管 内 皮 细 胞 增殖 >。 高 剂量 的 LIAC 可 以 引起 快 
速 强烈 的 CD4+T 细 胞 表面 CXCR3 表 达 , 从 而 有 强烈 的 
趋 化 作用 外 , 且 对 记忆 性 T 细 胞 的 趋 化 作用 强 于 初始 T 
细胞 ”。 有 研究 表明 ,表达 于 肿瘤 细胞 表面 的 I-TAC 和 
表达 于 T 细 胞 表面 的 CXCR3 结 合 , 引 起 特异 性 细胞 毒 
性 T 淋 巴 细胞 (CTL) 向 肿瘤 细胞 的 移动 5。 有 研究 发 现 "， 
成 纤维 细胞 分 泌 的 LTAC 通 过 趋 化 因子 受 体 CXCR3 促 
进 卵 梨 癌 细胞 增殖 及 迁移 ,而 LTAC 在 卵 梨 癌 组 织 高 表 
达 。 另 有 研究 报道 "表面 能 稳定 表达 CXCR3 的 
CD27NK 细胞 ,可 优先 被 趋 化 至 肿瘤 组 织 , 发挥 效应 。 
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以 上 研究 表明 ITAC 有 潜在 抗 肿瘤 的 作用 。 

本 实验 室 已 经 建立 了 细胞 膜 表 面 销 定 修饰 平台 " 
通过 链 亲 合 素 和 生物 素 之 间 快 速 且 几乎 不 可 逆 的 结合 ， 
将 融合 蛋白 修饰 到 已 生物 素 化 的 肿瘤 细胞 表面 。 借 助 
该 平台 ,本 研究 制备 了 SA/hI-TAC 融 合 蛋 白 ,并 对 其 表 
达 、 纯 化 、 复 性 及 体外 活性 进行 了 研究 。 淋 巴 细胞 趋 化 
实验 结果 显示 ,融合 蛋白 可 发 挥 趋 化 作用 且 此 作用 与 融 
合 蛋 白 呈 剂量 依赖 性 。 本 研究 为 今后 开展 该 融合 蛋白 
的 动物 实验 和 研制 新 型 肿瘤 疫苗 打下 基础 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 菌株 与 细胞 大 肠 杆 菌 Max Efficiency DH5a™ 
FI E.coli Rosetta (DE3) 购 自 Novagen 公司 , pET24a 
(4)-SA-IFN-a,pET21a(4-)- IL-7-SA 质 粒 由 本 室 保存 。 
小 鼠 前 列 腺 癌 细 胞 株 (MB49) 由 本 室 保 存 。 
1.1.2 试剂 dNTP、IPTG 购 自 Sigma 公司 ;Platinum 
Pfx DNA RAME M T, DNA 连接 酶 购 自 Invitrogen; IE 
制 性 内 切 酶 购 自 TaKaRa; PCR 产物 纯化 试剂 盒 . 凝 胶 
回收 试剂 盒 .质粒 提取 试剂 盒 ,Ni-NTA 歼 合 层 析 填 料 购 
自 Qiagen, 链 亲 合 素 -小 鼠 干 扰 素 诱导 蛋白 10 
(IP-10-SA) (本 室 保存 );Sulfo-NHS-LC-Biotin 购 自 美 
Pierce 公司; 辣 根 过 和 氧化 物 酶 标记 山羊 抗 小 鼠 1IgG、 
DAB 显 色 试 剂 盒 FITC 标 记 山 羊 抗 小 鼠 IgG 硝酸 纤维 
素 膜 等 均 购 和 月 上 海 旬 云天 公司 。 
1.2 方法 
1.2.1 目的 基因 的 克隆 以 及 重组 表达 载体 的 构建 
Trizol 抽 提 经 PHA -活化 和 hIFN 刺激 48 h 的 外 周 血 单 
个 核 细 胞 的 总 RNA, 作 为 模板 进行 RE PCR 扩 增 ,得 
到 hI-TAC 基 因 。 
SA-hI-TAC 中 hI-TAC 的 引物 : 
上 游 引物 (EcoR T 酶 切 位 点 ): 
5'-atagaattcatgttccccatgttcaaaaga-3' 
下 游 引 物 (Enzd 亚 酶 切 位 点 ): 
5'-ggtaagcttcttaaaaattctttctttcaac-3' 
反应 条 件 如 下 :94 90,3 min;94 90,30 s;52 *C,30 s; 
72 % ,30 s;29 个 循环 后 再 72 *C, 10 mins 
hLTAC-SA 中 hLTAC 的 引物 : 
上 游 引 物 (Nde 工 酶 切 位 点 ): 
5'-atacatatgttccccatgttcaaaagag-3' 
下 游 引物 (EcoR I 酶 切 位 点 ): 
5'-ggggaattcaaaattctttctttcaac-3' 
反应 条 件 除 退火 温度 为 54%C 外 ,其 它 条 件 同 上 。 
将 上 述 SA 和 hI-TAC 基 因 片 段 根据 酶 切 位 点 不 同 
分 别克 隆 至 pET24a FI pET21a 载体 中 ,获得 pET24a- 
SA-hI-TAC 和 pET21a-hI-TAC-SA 表达 质粒 。 表 达 质 


粒 经 限制 性 内 切 酶 酶 切 鉴定 及 DNA 测 序 分 析 。 
1.2.2 SA/h LTAC 融合 蛋白 的 表达 将 pET24a-SA- 
hI-TAC 和 pET21a-hI-TAC-SA 质 粒 转 化 大 肠 杆菌 BL21 
感受 态 细胞 , 挑 取 单 克隆 菌落 ,分 别 接种 于 售 50 pg/mL 
卡 那 霉 素 .34 ug/mL 氧 霉 素 的 LB 培养 基 和 和 含 50 hg/mL 
A PAER 34 hg/mL 氧 霉 素 的 LB 培养 基 中 ,37 CH 
养 ,Am 为 0.4~0.6 时 加 入 IPTG 诱导 。 选 择 高 表达 的 菌 
落 大 量 诱导 培养 ,12% SDS-PAGE 检 测 融 合 蛋 白 的 表 
达 情 况 。 
1.2.3 SA/h LTAC 融合 蛋白 的 纯化 将 细菌 用 高 压 破 
碎 ,离心 收集 包涵 体 , 包 涵 体 洗涤 液 ( 专 利 
CN1169998A) 初 步 洗涤 后 用 包涵 体 涂 解 液 8M 尿 素 ， 
50 mmol/L 磷酸 盐 绥 冲 液 ,10 mm B- 琉 基 乙 醇 ) 深 解 ， 
4 搅拌 过 夜 ,12 000 wmin ,离心 15 min, 上 清 过 滤 后 上 
样 Ni-NTA 柱 ,依次 用 含 30.50.75.100.150.200 mmol/L 
咪唑 的 平 衔 液 (20 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L B- 琉 基 
乙醇 ,0.5 mol/L NaCl, 6 mol/L 尿素 ) 洗 脱 , 收 集 洗 脱 
峰 。 取 浓度 较 高 的 NENTA 亲 和 层 析 纯 化 后 的 SA/ 
hI-TAC 融 合 蛋 白 ( 浓 度 约 为 0.2~0.3 mg/mL) 过 滤 后 上 
S-100 凝 胶 过 滤 层 析 柱 (1 mL/min)。 洗 脱 液 洗 脱 , 收 集 
EH ,12% SDS-PAGE 电泳 检测 目的 重 白 纯化 情况 ， 
BCA 法 测 蛋白 浓度 。 
1.24 SA/hLTAC 融 合 蛋白 的 复 性 及 鉴定 调整 纯化 后 的 
目的 蛋白 浓度 至 100~200 hegy/mL, 在 大 于 蛋白 体积 20 倍 
的 透析 液 (20 mmol/L Tris-HCl.4 mol/L Urea、50 mmol/L 
NaCl, 1 mmol/L GSH. 0.125 mmol/L GSSG,0.5 mmol/L 
EDTA、5% 甘 油 ) 中 4 % 透 析 复 性 ,逐渐 降低 尿素 浓度 ， 
最 后 用 PBS 透析 8 h。 不 溶 物 经 离心 去 除 , 上 清 过 滤 除 
菌 ,分 装 后 保存 (-70 C), WB 鉴定 。 
1.2.5 SA/hI-TAC 融合 蛋 和 白 的 活性 测定 淋巴 细胞 趋 化 
实验 检测 SA/hILTAC 融 合 蛋 月 ITAC 的 生物 学 活性 :将 
复 性 后 的 SA/hLTAC 融 合 蛋 白 调 整 至 以 下 浓度 (40、4、 
0.4,0.04,0.004 ug/mL) ,阴性 对 照 为 PBS,IP-10-SA 和 蛋 
白 (40 hg/mL) 作 为 阳性 对 照 ,将 蛋白 以 500 LALIE 
趋 化 小 室 下 层 , 每 个 蛋白 浓度 设 3 个 复 孔 。 将 SA-hIL15 
刺激 培养 的 淋巴 细胞 用 PBS 洗 涤 3 次 ,调整 细胞 数 为 Sx 
109mL ,并 用 RPMI 1640 无 血清 培养 基 重 悬 细胞 ; 趋 化 
小 室 上 层 加 入 细胞 (100 nL/ 孔 ); 将 趋 化 小 室 放 和 人 37 C, 
5% CO; 培 养 箱 中 ,孵育 3~4 h; 取 出 趋 化 小 室 上 层 ,将 下 
层 细胞 混 匀 ,计数 各 孔 细 胞 数 ,计算 趋 化 指数 : 
yy。 ”实验 组 趋 化 的 细胞 数 

趋 化 指数 = 而 往 对 大 组 区 化 的 细胞 数 

流 式 细胞 仪 测定 融合 蛋白 对 表面 已 生物 素 化 的 
MB49 膀 胱 痛 细 胞 的 修饰 效率 :调整 MB49 细 胞 密度 为 2x 
10YmL, 加 入 Sulfo-NHS-LC-Biotin 至 终 浓 度 为 1 mg/mL, 
37 % 处 理 30 min, PBS 洗涤 后 加 入 融合 蛋白 作用 1 h， 


http://www.j-smu.com 


J South Med Univ, 2015, 35(12): 1715-1720 


: 1717- 


PBS 洗 涤 后 加 入 抗 His 鼠 单 克 隆 抗 体 ,室温 作用 30 min, 
PBS 洗 涤 后 加 入 FITC 标 记 的 山羊 抗 小 鼠 IgG, 室 温 避 
光 作 用 30 min,500 uL PBS 重 悬 上 机 检测 , 流 式 细胞 仪 
检测 SA-hLTAC 和 hI-TAC-SA 对 MB49 细 胞 的 修饰 效率 。 


2 结果 
2.1 pET24a-SA-hI-TAC 和 pET21a-hI-TAC-SA 重组 表 
达 质 粒 构 建 
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经 PCR 扩 增 出 hI-TAC-SA 和 SA-hI-TAC 的 I-TAC 
两 片段 (图 1A) ,将 其 分 别克 隆 到 表达 载体 pET21a-SA 
fll pET24a-SA 质粒 中 ,构建 了 重组 表达 载体 。 将 重组 
质粒 分 别 用 EcoR I F Hind Ill, Nde 工 和 EcoR 工 进行 双 
酶 切 鉴 定 ,获得 和 预期 大 小 相同 的 片段 (图 1B、C)。 经 
DNA 测序 ,所 得 结果 与 GenBank 收 录 hI-TAC 和 SA 序 
列 完全 一 致 ,基因 阅读 框架 正确 ,无 移 码 。 
2.2 SA/hI-TAC 融合 蛋白 的 表达 纯化 、 复 性 及 鉴定 
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图 1 PITAC 目 的 片段 的 基因 扩 增 和 重组 质粒 的 双 酶 切 鉴定 

Fig.1 hI-TAC DNA and identification of recombinant expression plasmid. A: 1. Marker, 2. I-TAC-SA(I-TAC part), 3. 
SA-I-TAC (I-TA part); B: 1. Marker 2. pET24a-SA -hI-TAC recombinant expression plasmid. 3.digesting fragment of 
recombinant plasmid by EcoR I and Hind III (SA-L-hI-TAC); C: 1. Marker, 2. pET21a-hI-TAC-SA recombinant 
expression plasmid, 3. digesting fragment of recombinant plasmid by Nde I and EcoR IChI-TAC-L-SA). 


将 重组 质粒 pET24a-SA-hI-TAC 和 pET21a-hI- 
TAC-SA 分 别 转 人 大肠 杆 菌 Rosetta 中 ,经 表达 筛选 后 
获得 较 高 表达 量 的 工程 菌 。12% SDS-PAGE EHEH, 
泳 检测 其 诱导 表达 情况 。 结 果 显示 :SA-hLTAC( 图 2) 
和 hI-TAC-SA( 图 3) 均 在 相对 分 子 质量 29 000 处 有 了 明 
显 的 蛋白 带 , 与 预测 的 目的 融合 蛋白 的 相对 分 子 质 量 相 
符 , 未 经 诱导 的 工程 菌 在 同一 位 置 均 未 见 蛋白 带 。 通 过 
iU MA , SA-hI-TAC 和 hI-TAC-SA 目的 蛋白 分 
别 约 占 工 程 菌 表达 的 总 蛋白 12% 和 25%, 目 的 蛋白 主要 
以 包涵 体形 式 表达 。 

含 SA-hLTAC 融 合 蛋 白 的 包涵 体 用 8 mol/L 尿素 
溶解 后 ,上 清 经 Ni-NTA 柱 纯化 ,目的 蛋白 纯度 约 85%。 
取 镍 柱 纯化 的 SA-I-TAC 融 合 蛋 白 用 S$-100 凝 胶 柱 进行 
分 子 筛 纯化 ,纯化 后 目的 蛋白 的 纯度 基本 达到 98% 以 
Eo 将 纯化 后 的 SA-hI-TAC 浓 度 调 至 0.1~0.2 mg/mL, 
用 梯度 透析 对 蛋白 进行 复 性 ,10% SDS-PAGE 电 泳 结果 
显示 ,蛋白 复 性 后 非 还 原 泳 道 在 相对 分 子 质 量 100 000~ 
140 000 处 可 见 清晰 条 带 。Western blotting 结 果 显 示 ， 
在 相对 分 子 质量 约 为 29 000 和 120 000~140 000 的 地 
方 有 明显 的 蛋白 条 带 ( 图 2)。 

含 hI-TAC-SA 融合 蛋白 的 包涵 体 用 8 mol/L 尿素 
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图 2 SA-nI-TAC 融 合 蛋 和 白 的 表达 纯化 、 复 性 及 其 Western 
blot 鉴 定 

Fig.2 Analysis of expression and purification of 
SA-hLTAC fusion protein by SDS-PAGE and Western 
blotting. 1: Marker; 2: Total protein of bacteria not induced 
by IPTG; 3: Total protein of bacteria induced by IPTG; 4: 
the protein after purification; 5: The oxidation of protein 
after refolding; 6: The reduction of protein after 
purification identified by Western blot; 7: The oxidation of 
protein after refolding identified by Western blot. 


溶解 后 ,离心 收集 上 清 经 Ni-NTA 柱 纯化 ,目的 蛋白 纯 
度 为 90%-~95%; 取 Ni-NTA 亲 和 纯化 后 的 目的 蛋白 , 调 
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整 其 浓度 为 0.2~0.2 mg/mL, 用 S-100 凝 胶 柱 进行 凝 胶 
过 滤 层 析 ,经 分 子 得 纯化 后 ,目的 蛋白 的 纯度 可 达 
98% 以 上 (图 3)。 将 纯化 后 的 hI-TAC-SA 浓 度 调 至 0.1~ 
0.2 mg/mL, 用 梯度 透析 对 蛋白 进行 复 性 ,10% SDS- 
PAGE 电泳 结果 显示 ,蛋白 复 性 后 非 还 原 泳 道 在 相对 分 
子 质量 约 为 120 000-140 000 处 可 见 清晰 多 聚 体 条 
带 。 纯 化 和 复 性 后 的 融合 蛋白 经 Western blotting 鉴 
定 ,结果 显示 ,在 相对 分 子 质量 约 为 29 000 和 120 000~ 
140 000 的 地 方 有 明显 的 蛋白 条 带 ( 图 3)。 
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图 3 hl-TAC-SA 融合 蛋白 的 表达 纯化 、 复 性 及 其 Western 
blotting 鉴 定 

Fig.3 Analysis of the expression and purification of 
hI-TAC-SA fusion protein by SDS-PAGE and Western 
blotting. 1: Marker; 2: Total protein of bacteria not induced 
by IPTG; 3: Total protein of bacteria induced by IPTG; 4: 
inclusion body washed; 5: hLTAC-SA fusion protein 
purified by Ni-NTA; 6: hI-TAC-SA fusion protein purified 
by S-100; 7: The oxidation of protein after refolding; 8: The 
reduction of protein after purified identified by Western 
blot; 9: The oxidation of protein after refolding identified by 
Western blot. 


Count 


FITC-A 


2.3 SA/hI-TAC 融合 蛋白 的 活性 测定 

2.3.1 SA/hI-TAC 融合 蛋白 的 MB49 细胞 表面 锚 定 结 
X 用 复 性 后 的 hI-TAC-SA 和 SA-hI-TAC 融 合 蛋 白 与 
经 生物 素 处 理 的 MB49 肿 瘤 细胞 进行 表面 销 定 结合 ,并 
用 流 式 细胞 仪 (BD FACS Aria) 检 测 销 定 情况 。 结 果 显 
示 :hLTAC-SA 和 SA-hLTAC 融 合 蛋白 均 能 够 高 效 锚 
定 于 生物 素 化 的 MB49 肿 瘤 细 胞 表面 ,hI-TAC-SA 融合 
蛋白 修饰 效率 高 达 98.8% ,SA-hLTAC 融 合 蛋白 锚 定 修 
饰 率 为 91.3%( 图 4)。 

2.3.2 SA/hI-TAC 融合 蛋白 对 淋巴 细胞 的 趋 化 效应 趋 
化 实验 结果 显示 (图 5), 与 空白 对 照 组 相 比 ,hI-TAC-SA 
和 SA-hILTAC 融 合 蛋 白 均 对 人 外 周 血 淋巴 细胞 可 产生 
趋 化 效应 , 且 此 趋 化 效应 与 融合 蛋白 浓度 呈 剂 量 依赖 关 
系 。hLTAC-SA 的 趋 化 效应 强 于 IP-10-SA,SA-hLTAC 
的 趋 化 效应 弱 于 IP-10-SA。hIL-TAC-SA 融 合 和 蛋白 浓 度 
为 40 ng/mL 时 ,其 对 淋巴 细胞 的 趋 化 效应 最 强 , 趋 化 指 
数 约 为 5.1;SA-hI-TAC 融 合 蛋 白 浓度 为 4ng/mL 时 ,其 
对 淋巴 细胞 的 趋 化 效应 最 强 , 趋 化 指数 约 为 3.1。 


3 讨论 

本 实验 室 已 经 建立 了 简便 快捷 .高效 .安全 的 细胞 
膜 表 面 锚 定 修饰 技术 平台 ,利用 该 平台 制备 了 一 系列 链 
杀 和 素 连 接 的 双 功 能 融合 蛋白 (SCD40L " GM-CSF", 
TNE&SOLIOUS maps qug IL-15" IL-21”, 
IL-24” 等 ), 并 且 部 分 蛋白 已 建立 了 中 试制 备 工艺 ,从 
而 为 研制 新 型 膜 表 面 修饰 的 肿瘤 细胞 疫苗 提供 了 技术 


FITC-A 


图 4 hI -TAC-SA(4) 和 SA- hLTAC(B) 融 合 蛋 和 白 对 生物 素 化 的 MB49 细 胞 锚 定 的 流 式 细胞 仪 检测 
Fig.4 Flow cytometric analysis of hI-TAC-SA (A) and SA-hI-TAC (B) anchored on biotinylated surface of MB49 


tumor cells. 


平台 。 本 平台 制备 的 双 功 能 蛋白 能 对 肿瘤 细胞 快速 表 
面 修饰 ,使 多 种 具有 免疫 协同 作用 的 免疫 刺激 因子 共同 
迅速 持久 地 锚 定 在 肿瘤 细胞 的 表面 , 且 销 定 的 量 可 进行 
精确 控制 ;而 整个 锚 定 修饰 过 程 对 细胞 .组 织 和 机 体 无 明 
显 的 毒 副作用 。 目 前 ,我 们 已 研发 出 SA-GM-CSEF7 ^9, 
SA-hIL-2** .SA-hTNFa .SA-sCD40L"" 销 定 修饰 的 


浅 表 性 膀胱 癌 原 位 肿瘤 细胞 疫苗 和 GM-CSF/TNFa 细 
胞 膜 表面 双重 锚 定 修饰 的 前 列 腺 癌 治 疗 性 疫苗 守 。 研 
究 结 果 显 示 : 链 亲 和 素 连接 的 细胞 因子 /免疫 刺激 分 子 
双 功 能 融合 蛋白 锚 定 修饰 的 浅 表 性 膀胱 癌 原 位 肿瘤 疫 
苗 可 诱导 小 鼠 机 体 产生 有 效 的 抗 肿瘤 免疫 反应 ,尤其 能 
有 效 防治 浅 表 性 膀胱 瘤 的 复发 ”72 。 
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5 不 同 浓度 的 SA/hI-TAC 融合 蛋白 对 外 周 血 淋 巴 
细胞 的 趋 化 指数 

Fig.5 Chemotaxis index of SA/hI-TAC fusion protein 
in peripheral blood lymphocytes. 


LTAC 在 许多 病理 和 生理 过 程 中 发 挥 着 不 同 的 作 
用 。LTAC 通 过 与 肿瘤 表面 表达 的 CXCR3 和 CXCR7 
结合 ,在 肿瘤 的 生长 和 转移 中 发 挥 作用 ”。 有 人 研究 报 
道 , 表 达 于 肿瘤 细胞 表面 的 LTAC 和 表达 于 T 细 胞 表面 
的 CXCR3 结 合 ,引起 特异 性 CTL 向 肿瘤 细胞 的 移动 ， 
此 过 程 可 以 通过 加 入 CXCR3 或 LTAC 抗 体 ,或 高 浓度 
的 LTAC 阻 断 , 提 示 IIAC 有 治疗 三 期 黑色 素 瘤 的 潜在 
优势 ~。 有 研究 报告 ,在 大 鼠 模 型 体内 ,I-TAC 诱 导 T 淋 
巴 母 细胞 和 脾 工 细胞 迁移 ,肿瘤 细胞 分 泌 的 LTAC 增 强 
了 总 CD8+ 和 CD8+CXCR3+T 细 胞 以 及 巨星 细胞 在 肿 
瘤 部 位 的 侵 润 , 有 抗 肿瘤 作用 呈 。 此 外 ,ITAC 对 肿瘤 
的 转移 同样 有 抑制 作用 呈 。 因 此 ,LTAC 可 能 对 肿瘤 的 
免疫 治疗 是 有 效 的 。 患 者 可 用 I-TAC 转 导 的 肿瘤 细胞 
疫苗 或 融合 趋 化 因子 的 肿瘤 相关 抗原 免疫 ;另外 ,也 可 
用 具有 抗 肿瘤 抗体 / 趋 化 因子 融合 蛋白 治疗 ,这 将 吸引 
淋巴 细胞 到 肿瘤 区 域 ””。 因 此 ,为 了 能 寻找 到 更 有 效 的 
肿瘤 细胞 治疗 性 疫苗 ,本 文 构建 了 pET24a-SA-hI-TAC 
和 pET21a-hI-TAC-SA 原核 表达 质粒 ,为 便于 融合 蛋白 
的 纯化 ,分 别 在 N 端 C 端 设计 了 6 个 His 标 签 ;SA 和 
hLTAC 之 间 是 富 含 甘 氨 酸 和 丝氨酸 的 肽 链 (15 肽 ) ,有 
助 于 融合 蛋白 中 各 单元 蛋白 质 分 子 的 独立 折 双 ,从 而 保 
留 各 自 的 生物 活性 。I-TAC 与 受 体 结合 及 活化 受 体 的 
关键 部 位 是 N 端 和 N-LO0P 区 ”, 当 SA 与 TAC 的 N 端 
链接 ,即使 SA 与 LTAC 之 间 为 富 含 甘 氨 酸 和 丝氨酸 的 
15 肽 , 仍 对 ITAC 和 蛋白 N 端 的 正确 折 县 和 /或 与 受 体 结 
合 有 一 定 影响 , 故 SA-hI-TAC 的 活性 弱 于 hI-TAC-SA:; 
在 CXC 趋 化 因子 家 族 中 ,I-TAC 与 CXCR3 受 体 的 结合 
力 强 于 JP-103", 故 下 -10-SA 活 性 弱 于 hI-TAC-SA。 

本 研究 在 大 肠 杆 菌 BL21 中 实现 了 SA/hI-TAC Hi 
合 蛋 白 的 高 效 表 达 , 制 备 的 SA/hLTAC 融 合 蛋白 具有 双 
重生 物 学 活性 , 且 hLTAC-SA 融 合 蛋白 的 锚 定 修饰 率 
以 及 趋 化 效应 均 强 于 SA-hLTAC 融 合 蛋 白 。 本 研究 为 


SA/hI-TAC 双 功 能 融合 重 白 今后 应 用 于 肿瘤 局 部 治疗 
以 及 肿瘤 疫苗 黄 定 了 基础 。 
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